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Electrochemical bio-sensor for glucose, pyruvate etc. - having immobilised enzymes and 
neutral membrane to prevent cross contamination 
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C12N 9/08 ; C12N 11/08 ; G01N 27/32 ; 
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A12-E13(lnstrumentation; measuring; testing - electrical engineering) , A12- 
L04(Laboratory uses) , A12-W11L((lmmobilised) enzymes or 
microorganisms, microbiology (polymer use)) , B04-B02C2 
(Oxidoreductases) f B04-C03B(Other addition polymers [exc. poly n-vinyl 
lactams]) , B04-C03D(Natural, other condensation [exc. polyethers]) , B05- 
A03B(Other transition metals, lanthanides - metals and compounds) , B10- 
A07(Sugars (general)) , B10-C04D(Acyclic hydroxy, aldehyde or keto 
carboxylic acid) , B11-C08(Other methods/apparatus for testing/detection) , 
B12-K04(Diagnosis and testing [general]) , D05-A01A2(lndustrial 
fermentation - polymer carrier) , D05-A01B(lndustrial fermentation - fixed 
enzyme [general]) , J04-B01 (Analytical methods/equipment [general]) , S03- 
E03C(Containers, electrodes, membranes, partitions) , S03-E14H4 
(Immunoassay) 

( FR2656423A ) Electrochemical biosensor has an anode and a cathode in a single body and, at one 
end, there is a tip with a central perforation, together with a neutral membrane that allows diffusion 
of the substrate. In the space between the tip and the electrode, and near to the electrode, there are 
enzymes that have been immobilised on particles of a polymer, insoluble in the reaction medium. 
The 'working electrode' is the anode, a platinum disc. The reference cathode is a silver spiral 
covered in silver chloride. The body and tip of the apparatus is pref. of a synthetic resin e.g. PVC. 
The neutral membrane may be of synthetic fibres (polyester, polyamide), generally 50-150 
micrometres thick, with a pore dia. below that of the polymer particles, and generally 0.1-0.8 
micrometres. 

USE/Advantage - For measurement of organic materials in the substrate that react enzymically to 
form hydrogen peroxide, such as glucose or pyruvate. The process is swift and it is accurate 
because it is not affected by interactions between the substrate and the products of the enzymic 
reaction. 
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(§4) Blocapteur electrochimlque. 



(57) Biocapteur electrochimique constitue d'une Electrode 
monocorps comprenant une anode et une cathode; un em- 
bout muni d'une perforation centrale et d'une membrane 
neutre permettant la diffusion du substrat se fixe a I'extre- 
mite du capteur; le biocapteur renferme dans Tespace dis- 
ponible entre I'embout et le corps de I' electrode et avoisi- 
nant Telectrode de travail des enzymes immobilises sur 
des particules de polymere non soluble dans le milieu reac- 
tionnel. 

Utilisation pour le dosage de substrats organiques libe- 
rant par reaction enzymatique de I'eau oxygenee. 
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BIOCAPTEUR ELECTROCHIMIQUE 



La pr£sente Invention a pour objet un blocapteur const 1tu6 d'une Electrode 
enzymatique et son application pour le dosage de substrats organ Iques. 
II est connu de doser le glucose par exemple 4 Vaide d'un capteur 
amp£rom£trique k H2O2 plonge dans une cuve dans laquelle est r^alisSe 
Voxydation enzymatique du glucose en acide gluconique avec liberation de 
H2O2 ; la quantity de H2O2 formSe est directement proportionnelle k la 
quantity de glucose raise en oeuvre. L'H202 est d£tect£e amp6rom£tr1 - 
quement : une difference de potentiel (ddp) fixe, d'environ 600 mV, entre 
une Electrode de travail (platine) et une Electrode de reference (Ag/AgCl) 
permet Toxydation dlectrochimique de H2O2 sur Tanode de platine ; une 
variation de courant anodique proportionnelle k la concentration d'H202 
form6e par la reaction enzymatique peut etre ainsi mise en evidence sur un 
enregistreur. Une telle m^thode faisant intervenir un enzyme relativement 
peu fragile comme la glucose oxydase est particulifcrement performante. 
Par contre celle-ci est mal adapt£e aux dosages faisant intervenir des 
enzymes fragiles entrainant des phenontenes d'inactlvatlon ou d' interaction 
entre substrat et produit de la reaction enzymatique. II en est ainsi du 
dosage du pyruvate k Vaide de la pyruvate oxydase. En effet il a et£ 
constats que le substrat (pyruvate) et Teau oxyg£n£e formde interagissent 
avec formation d'un peracide. 

R - CO - C00H + H00H ► R - CO - CO3H + H2O 

Si la pyruvate oxydase est introduite dans la cuve de mesure, Teau 
oxyg£n6e form£e r£agit rapidement avec le pyruvate ; il en rgsulte une 
diminution de la concentration des deux esp&ces dans la cuve ; le dosage 
est alors inexact. 

La demanderesse a r£solu ce probl&me en introduisant les enzymes k 
V 1nt6r ieur du capteur eiectrochimique. 
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Selon 1 'Invention 11 s'agit d'un biocapteur tlectrochimlque constitut d'une 
Electrode monocorps comprenant une anode et une cathode, et se flxant k 
l'extrtmltt du capteur, d'un embout muni d'une perforation centrale et 
d'une membrane neutre permettant la diffusion du substrat, biocapteur 
5 caracttrist en ce qu'il renferme dans 1'espace disponible entre 1 'embout et 
le corps de 1 Electrode et avoislnant V Electrode de travail" des enzymes 
immobilises sur des parti cules de polymtre non soluble dans le milieu 
rtactionnel . 

Le biocapteur de V invention bast sur une detection amptromttrlque est tout 
10 particulitrement inttressant pour le dosage de substrats organiques 
libtrant par reaction enzymatique de 1'eau oxygtnte. L'"t1ectrode de 
travail", 1 'anode, est constitute d'un disque de platine ou se realise la 
reaction Electrochimique. 

L'Electrode de reference, la cathode, est constitute d'un fil splralt 

15 d' argent recouvert de chlorure d' argent. 

Un Electrolyte present dans 1'espace entre 1 'embout et le corps de 
1 'Electrode assure la conductivity entre T anode et la cathode ; la 
presence de chlorure de potassium dans l'tlectolyte assure la chloruration 
permanente de V Electrode de reference, 

20 Le corps et 1 'embout de l'tlectrode sont de prtftrence en rtsine 
synthttique du type polychlorure de vinyle. 

La membrane est neutre ; elle peut etre constitute en fibres synthttiques 
(polyester, polyamide...) ; son Epaisseur est gtntralement de l'ordre de 
50 k 150 micrometres avec un diamttre de pores inferieur k celui des 

25 parti cules de polymere et gtntralement de l'ordre de 0,1 i 0,8 micromttres. 
Les polymeres pouvant constituer les particules support dtrivent de 
monomfcres non misdbles k 1'eau (c'est-&~dire de solubilitt dans 1'eau 
inftrieure a 5 % en poids). 
Parmi ces monomtres on peut citer : 

30 - les monomtres vinyl aromatiques (styrEne, vinyl tolu&ne...) 

- les alkylesters d'acides a-p insaturts (acrylates et mtthacrylates 
de mtthyle, Ethyle...) 

- les esters d'acides carboxyliques insaturEs (acetate de vinyle...) 

- le chlorure de vinyle ; le chlorure de vinyl 1dEne 
35 - les difcnes (butadiene.,.) 

- ceux prtsentant des fonctions nitriles (acrylonitrile. . .) 

- les siloxanes. 
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La composition monomfcre dont derive ledit polymfcre contient en outre 
jusqu'i 10 % de son poids (de preference jusqu'i 4 % de son polds) d'au 
moins un monom&re portant des groupes lonogfcnes ou rSactifs tels que : 



- SO3H, - OSO3H, - NR3, - C00H, - OH, - NHz, - NR 2 , - CH-CH2, - 0 CH2CI, - 



R repr^sentant un radical al Kyle en CI - C4, de preference en CI - C2 

A titre d'exemple on peut citer : 

- le vinylbenzfene sulfonate, les sul foal kyl esters d'addes insatures 
(2-sul foethylmethacryl ates. . .) 

- les acides carboxyliques insatures (acide acrylique, methacrylique, 
maieique, i t aeon i que.. .) 

- les hydroxyal kyl acryl ates ou methacrylates (acrylate d' hydroxy- 
ethyl e , hydroxypropyl e . . . ) 

- les ami noal kyl esters d'acides insatures (2-aminoethylmethacry- 
late...) 

- T acryl amide 

- le chlorure de vinyl benzene 

- le methacrylate de glycidyle. 

Lesdltes particules de polymere peuvent presenter une granulometrie de 
Tordre de 0,2 a 20 microns et de preference de Vordre de 0,2 k 3 microns. 
Une varlante consiste k utiliser comme particules support des particules 
polym&re non hydrosoluble magnet 1 sable. 

Les particules de polym&re magnetisable contiennent de 0,5 k 70 % en poids 
(de preference de 5 St 50 %) d'une charge magn6tique dont la taille est 
inferieure H 1 pn et de preference comprise entre 0,002-0,02 pm ; la charge 
magnet i que est bien evidemment suffisamment fine pour pouvoir etre incluse 
dans les particules de polym&re. Cette charge magn6t1que peut §tre 
constitute par exemple par : 

- des metaux ou leur alliages tels que : fer, fer-silicium, nickel, 
cobalt, samarium ou leurs alliages avec du molybd&ne, du chrome, du culvre, 
du vanadium, du manganese, de 1 'aluminium, du titane, neodyme... ; 



+ 




CONH2, - SH, -yO/N, - C00R, - P0(0R)2, 



0 
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- des oxydes de fer : Fe304 ou y-Fe203 pur ou en combinalson ou en 
melange avec d'autres oxydes comme les oxydes de cobalt, manganese, zinc, 
baryum, terres rares ; 

- du dioxyde de chrome. 

5 Les parti cules de polym&re magnet i sable peuvent §tre obtenues sous forme de 
latex selon des proc&tes connus par exemple selon les proc&tes d6crits dans 
le brevet europSen n* 38.730 ou le brevet amSricain n* 4.157.323. 
L' immobilisation des enzymes sur les parti cules de polymfere magnet i sable ou 
non magnet i sable peut etre r^alis^e par adsorption ou bien par couplage, la 
10 reaction de couplage faisant intervenir les groupes superficiels rdactifs 
ou fonctionnels du polymere et les groupements fonctionnels de 1 'enzyme & 
fixer. 

La reaction de couplage peut etre r£alis£e selon des methodes bien connues 
par exemple en faisant appel le plus souvent i V activation des fonctions 

15 du polymere en utilisantdes agents de couplage (diazotation, bromure de 
cyanogfene, chlorure de tosyle, glutaraldehyde, carbodiimide hydrosoluble, 
N-hydroxybenzotriazole...) avec ou sans 1 'utilisation de spacers du type 
1-6 diaminohexane, polysaccharide..., puis reaction avec 1 'enzyme k fixer. 
Des exemples de reactions de couplage sont donnas dans les brevets 

20 americains n° 3.857.931, 4.045.384, 4.140.662, 4.046.723, 4.421.896, 
anglais n* 2.004.892, franjais n # 2.331.567, 2.345.459, 2.378.094, europden 
n° 15.841... 

Le protocole d'immobilisation doit etre adapts en fonction des 
caracteristiques propres de 1 'enzyme utilise (pH optimum, activity 
25 sp£cifique...) 

La quantite d'enzyme immobilisee sur les particules de polym&re est 
generalement de l'ordre de 10 k 500 unites d'enzyme par gramme de polymere 
(de preference de 100 h 200). 

Le biocapteur faisant l'objet de 1' invention etant particuliferement 
30 interessant pour les dosages de substrats organiques liberant par reaction 
enzymatique de Teau oxyg^nee, les enzymes mis en oeuvre sont en 
particulier les oxydases comme par exemple : 

- la lactate oxydase pour doser le L-lactate 

- la glucose oxydase pour doser le glucose 
35 - la pyruvate oxydase pour doser le pyruvate 

- 1'alcool oxydase pour doser les al cools courts (methanol, ethanol, 
propanol . . . ) 
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Lors de son utilisation, le biocapteur relie k un polarostat imposant une 
difference de potentiel entre Tanode et la cathode, est plonge dans une 
cuve thermostatee (general ement vers 30 •) contenant le substrat k doser. 
Les enzymes immobilises k Tinterieur du biocapteur ne pouvant diffuser k 
l'exterieur de 1 Electrode, Teau oxygende se forme au voisinage de 
V anode . 

Dans le cas du pyruvate le schema reactionnel est le suivant : 

pyruvate+02+phosphate pyruvate oxydase % acetyl phosphate+C02+H202 

La quantity de H2O2 formee est directement proportionnelle k celle du 
pyruvate present. 

L'eau oxyg6n6e, au fur et k mesure de sa formation, est oxydde k I'anode 
selon la reaction 

ddp (+ 500 mV) 
H 2 0 2 > 0 2 + 2H+ + 2e~ 

Ag/Ag Cl/Cl" 

Un enregistreur reli6 au polarostat permet de lire la variation du courant 
en fonction du temps* 

La meme operation real i see avec un biocapteur classique (ne renfermant pas 
1 'enzyme immobilise) plonge dans une cuve contenant du pyruvate et de la 
pyruvate oxydase immobili$6e sur des particules de polymfcre ne peut 
conduire k un dosage satisfaisant du substrat car ce dernier interagit sur 
Teau oxygen£e formee. 

La mise en oeuvre de ce biocapteur est aisee et rapide ; celui-ci peut etre 
reutilise. 
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1) Biocapteur tlectrochimique constitue d'une Electrode monocorps 
comprenant une anode, une cathode, et se flxant k I'extrtmitt du capteur, 

5 d'un embout muni d'une perforation central e et d'une membrane neutre 
permettant la diffusion du substrat, biocapteur caracttrist en ce qu'il 
renferme dans Tespace disponible entre Tembout et le corps de 1 Electrode 
et avoisinant 1 Electrode de travail des enzymes immobilises sur des 
particules de polym&re non soluble dans le milieu rtactionnel. 

10 

2) Biocapteur selon la revendi cation 1 caracttrist en ce que 1 Electrode de 
travail est T anode et en ce qu'elle est constitute d'un disque de platine. 

3) Biocapteur selon la revendication 1 ou 2 caracterist en ce que 
15 V electrode de rtftrence est la cathode et en ce qu'elle est constitute 

d'un fil d' argent recouvert de chlorure d' argent. 

4) Biocapteur selon Tune quelconque des revendi cations prtcddentes 
caractdrise en ce que les particules de polymere sur lesquelles sont 

20 immobilists les enzymes derivent d'une composition monom&re non miscible k 
Teau contenant jusqu'i 10 % de son poids d'au moins un monomfere portant 
des groupes ionogfenes ou rtactifs. 

5) Biocapteur selon la revendication 4 caracterist en ce que les 
25 particules de polymere ont une granulometrie de 1'ordre de 0,2 4 20 

microns. 

6) Biocapteur selon la revendication 5 caracttrist en ce que les 
particules de polymfere contiennent de 0,5 & 70 % de leur poids d'une charge 

30 magntti sable. 

7) Biocapteur selon Tune quelconque des revendi cations prtctdentes 
caracttrist en ce que la quantity d'enzyme immobiliste sur les particules 
de polymere estde Vordre de 10 4 500 unites d'enzyme par gramme de 

35 polym&re. 

8) Utilisation du biocapteur faisant 1'objet de Tune quelconque des 
revendi cations pr6c6dentes pour le dosage de substrats organiques libtrant 
par reaction enzymatique de l'eau oxygtnte. 
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